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Abstract of FR2807043 

The invention concerns pharmaceutical compositions containing as active principle an oligosaccharide or 
formula (I) or a mixture of said oligosaccharides, novel oligosaccharides of formula (I), mixtures thereof 
and methods for preparing them. 
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@ COMPOSITION PHARIWACEUTIQUE CONTENANT DES OLIGOSACCHARIDES, LES NOUVEAUX 
OLIGOSACCHARIDES ET LEUR PREPARATION. 

La presents invention concerne les compositions 
pharmaceutiques contenant en tant 

que prinoipe actif un oligosaccharide de fonmule: 



?OOM /^^3 COOM ^ 

NHR, OR3 ~| 
in NMRj 

DU un melange de ces oiigosaocharides, les nouveaux 
oligosaccharides de formule (I), leurs melanges et leurs pro- 
cedes de preparation. 
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COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES CONTENANT DES 
OLIGOSAGCHARIDES, LES NOUVEAUX OLIGOSACCHARIDES 
ET LEUR PREPARATION 

La presente invention conceme les compositions pharmaceutiques contenant en tant 
que principe actif un oligosaccharide de formule : 




(I) 



ou un melange de ces oligosaccharides, les nouveaux oligosaccharides de foxmule (I), 
leurs melanges et leurs procddes de pr^aration. 

Dans la fonnule (I) n est un entier de 0 a 25, R|, R3, R4, R5, Rfi et Rg, identiques ou 
differents, repr6sentent un atome d*hydrogtee ou un radical SO3M, R2 et R7, 
identiques ou differents, represaitent un atome dTiydrog&ie ou un radical SO3M ou 
COCH3 et M est sodium, calcium, magnesium ou potassiimi. 

Ces oligosaccharides comportent ainsi un nombre pair de saccharides. 

Dans la formule (I) R4 et Rs sont, de preference, des atomes d'hydrog&ie. 

Des oligosaccharides de formule (I) pour lesquels n est egal k 0, et soit Ri, R^ et Rg 
repr6sentent un atome d'hydrogdne, R7 repr^sente un radical SO3M ou COCH3 et M 
est sodium, soit Ri et R6 representent un atome d'hydrog^ne, R7 repr^sente un radical 
COCH3, Rg repr6sente un radical SO3M et M est sodium, soit R* repr^sente un atome 
d'hydrog^ne, Ri, R7 et Rg repr&entent un radical SO3M et M est sodium ont dejk ete 
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decrits par G.H. LEE et coil, J. Chromat. 212, 65-73 (1981) mais aucune propriete 
pharmacologique n'est decrite pour ces produits. 

Les compositions pharmaceutiques preferees sont celles contenant un oligosaccharide 
de formule (I) pour lequel : 

5 - n est un entier de 0 a 1 0 et, en particulier de 0 a 6 et encore plus particulierement de 
1 a 6. 

- Ri, R2, R3, R5, R7> R« sont identiques ou differents et reprdsentent un atome 
d'hydrogene ou un radical SO3M et, en particulier Rj, R2, R3, R5, R7, Rg sont des 
radicaux SO3M, 

10 -M est sodium. 

Les compositions pharmaceutiques particulierement pr6ferees sont celles contenant 
un oligosaccharide de formule (I) pour lequel : 

- n est 6gal a 0, Ri, R7 et Rg repr^sentent un radical SO3M, R6 repr6sente un atome 
hydrogfene et M est sodium, 

15 - n est egal a 1, R,, R2, R3, R5, R? et Rg, repr^sentent un radical SO3M, R4 et R^ 
repr6sentent un atome d'hydrog^ne et M est sodium, 

- n est egal a 2, Ri, R2, Ry, R5, R? et Rg, representent un radical SO3M, R4 et R6 
repr^sentent un atome d'hydrogene et M est sodium, 

- n est 6gal a 3, Ri, R2, R3, R5, R? et Rg, repr&entent un radical SO3M, R4 et R^ 
20 representent un atome d'hydrogene et M est sodium, 

- n est egal a 4, Ri, R2, R3, R5, R? et Rg, repr&entent un radical SO3M, R4 et R6 
representent un atome d*hydrogtoe et M est sodium. 

Les oligosaccharides de formule (I) a Texception de ceux pour lesquels n est 6gal a 0 
et soit Ri, R6 et Rg representent un atome d'hydrogene, R7 represente un radical 
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SO3M ou COCH3 et M est sodium, soit Ri et representent un atome d'hydrogene, 
R7 represente un radical COCH3, Rg represente un radical SO3M et M est sodium, soit 
R6 repr&ente un hydrog^ne, Ru R7 et Rg repr&entent un radical SO3M et M est 
sodium sont nouveaux et en tant que tels font partie de Tinvention. 

Les oligosaccharides de foraiule (I) peuvent etre pr6par6s par action d*un borohydrure 
de metal alcalin ou d'anunonium quatemaire sur des oligosaccharides de formule : 




dans laquelle n est un entier de 0 a 25, R,, R3, R4, R5, R6 et Rg, identiques ou 
differents, representent un atome d'hydrogene ou un radical SO3M, R2 et R7, 
identiques ou differents, representent un atome dTiydrogdne ou un radical SO3M ou 
COCH3 et M est sodium, calcium, magnSsiimi ou potassium. 

Cette reaction s'effectue en milieu aqueux, a une temperature voisine de 25°C, k un 
pH compris entre 7 et 10 et de preference entre 9 et 10, pendant toute la dur6e de la 
reaction, Le maintien du pH est obtenu par addition d*une solution de soude k 
0,5 mol/1. La reaction est arretSe par acidification du milieu reactionnel, par exemple 
par addition d'acide acetique jusqu'a obtention d'un pH compris entre 4 et 5. 

Comme borohydrure de metal alcalin, on peut citer le borohydrure de lithium, de 
sodium et de potassium. 

Comme borohydrure d'ammonium quatemaire, on peut citer le borohydrure de 
tetrabutylammonium. 
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Les oligosaccharides de formule (II) peuvent dtre obtenus par separation par 
chromatographie sur gel d'un melange d'oligosaccharides (III) obtenu par 
depolymerisation enzymatique de Theparine ou depolym^risation basique de Tester 
benzylique de Theparine ou d*un ester benzylique d'h6parine d'hemisynthese. 

Cette chromatographie s'effectue sur des colonnes remplies de gel de type 
polyacrylamide-agarose tel que celui commercialism sous la marque Ultrogel 
ACA202 (Biosepra). De pr6f6rence, on utilise une batterie de colonnes de gel 
polyacrylamide agarose. Le nombre de colonnes utilis^es est adapte en fonction du 
volume, du gel et des oligosaccharides h s^parer. Le melange est elu6 par une solution 
contenant un tampon phosphate et du chlorure de sodium. De preference, la solution 
tampon phosphate est une solution a 0,02 mol/1 de NaH2P04/Na2HP04 (pH 7) 
contenant 0,1 mol/1 de chlorure de sodium. La detection des differentes fractions est 
realisee par spectrometrie UV (254 nm) et ionique (IBF). Les fractions ainsi obtenues 
peuvent ensuite etre Sventuellement purifiees par exemple par chromatographie SAX 
(strong anion exchange) selon les m^thodes connues de Thomme du metier et 
notamment selon les methodes decrites par K.G. Rice et RJ Linhardt, Carbohydrate 
Research 190, 219-233 (1989), A. Lamkjaer, S.H. Hansen et P.B. Ostergaard, 
Carbohydrate Research, 266, 37-52 (1995) et dans le brevet WO90/01501 (exemple 
2). Les fractions sont ensuite lyophilis6es puis desalees sur une colonne remplie de 
gel telle qu*une colonne de gel Sephadex GIO^ (Pharmacia Biochemicals). 

Lorsque la purification n'est pas r6alis6e par chromatographie SAX, les lyophilisats 
peuvent etre eventuellement purifies par precipitation simple ou fractionn6e selon les 
methodes connues de Phomme du metier et notamment selon la methode decrite dans 
le brevet FR2548672. De fa^on g6n6rale, on opere selon le protocole suivant : 

La fraction lyophilisee h purifier est dissoute a 25**C dans environ dix volumes d*eau 
distillee. Par ajout de methanol ou d'ethanol, on fait pr^cipiter Toligosaccharide 
desire en contrdlant son enrichissement par chromatographie CLHP 
(Chromatographic Liquide Haute Performance). L'ajout de methanol ou d*ethanol est 
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determine en fonction de la purete et du rendement desire du dit oligosaccharide. De 
meme, cette op&ation peut etre rtalisee en plusieurs Stapes successives h partir de la 
solution initiale de lyophilisat. Pour cela, on rajoute Tagent insolubilisant (methanol 
ou 6thanol) par petites portions et on isole aprfes chaque ajout le pr6cipite obtenu. Les 
5 precipites ainsi pr6par6s sont analyses par chromatographie CLHP. Selon la purete et 
le rendement desire, on rassemble les fractions adequates de prScipite. 

Selon une variante de la pr&ente invention, la fraction lyophilisSe k purifier peut etre 
dissoute dans 10 k 200 volumes d'eau contenant de 0 a 30% d^acetate de sodium. Le 
pourcentage d'acState de sodium sera ajuste au prSalable en fonction de la nature de 

10 Toligosaccharide k traiter (fonction de la taille). Far ajout de methanol, on fait 
precipiter roligosaccharide desirS en controlant son enrichissement par 
chromatographie CLHP (Chromatographie Liquide Haute Perfomiance). L^ajout de 
methanol est determine en fonction de la purete et du rendement desire du dit 
oligosaccharide, De meme, cette operation peut etre r6alisSe en plusieurs Stapes 

15 successives a partir de la solution initiale de lyophilisat. Pour cela, on rajoute Tagent 
insolubilisant (methanol) par petites portions et on isole apres chaque ajout le 
precipitS obtenu. Les prScipites ainsi pr6par6s sont analyses par chromatographie 
CLHP. Selon la purete et le rendement desirS, on rassemble les fractions adequates de 
precipite. 

20 Pour les intermSdiaires de foraiule (II) pour lesquels n = 0, 1 ou 2, il est preferable de 
partir d*un mSIange (III) obtenu par depolymerisation enzymatique. 

Cette depolymerisation s*eflFectue au moyen d*heparinase I (EC 4.2.2.7), au sein d'une 
solution tampon phosphate de pH7, en presence de chlorure de sodium et de BSA 
(Albumine de Serum Bovin), k une temperature comprise entre 10 et 18**C et, de 
25 preference 15^C, pendant 8 a 10 jours et, de preference, 9 jours. La depolymerisation 
est arretee par exemple par chaufTage du milieu reactionnel a 100*^C pendant 
2 minutes et le melange est recupSre par lyophilisation. II est preferable d'utiliser 7 UI 
d*heparinase I pour 25 g d'heparine. La solution tampon phosphate comprend 
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gen6ralement 0,05 mol/1 de NaH2P04/Na2HP04 (pH 7) en presence de 0,1 mol/1 de 
chlorure de soditun. La concentration en BSA est g6n6ralement de 2%. 

Pour les intermcdiaires de formule (II) pour lesquels n = 0, 1, 2, 3 ou 4, il est 
preferable de partir d'un melange (III) obtenu par depoIym6risation d'un ester 
5 benzylique de Th^parine, 

L'ester benzylique de Theparine peut etre pr6par6 selon les methodes d&rites dans les 
brevets US5389618, EP40144, FR2548672. Le taux d'esterification sera de 
preference compris entre 50 et 100 %, De fa^on prefiSrentielle, il sera compris entre 
70 et 90%. 

10 La depolymerisation s'effectue en milieu aqueux, au moyen d*un hydroxyde de metal 
alcalin (hydroxyde de lithium, soude, potasse ou hydroxyde de c6sium par exemple) 
ou d'un hydroxyde d*ammonium quatemaire (hydroxyde de tetrabutylammonium par 
exemple), de preference, k une molarity comprise entre 0,1 et 0,2 mol/1, k une 
temperature comprise entre 40 et 80*C, pendant 5 a 120 minutes. Dans un mode 

15 prefer6, on opdre pendant 5 i 15 minutes, k une temperature comprise entre 60 et 
70°C, avec une solution d'hydroxyde de sodium 0,15 mol/1. La reaction de 
depolymerisation est arretee par neutralisation par addition d'un acide tel que Tacide 
acetique. Aprds addition de 10% en poids par volume d'acetate de sodium, le melange 
d'oligosaccharides est precipite par addition de methanol, de preference, 2 volumes 

20 pour 1 volume de milieu reactionnel et filtr^. 

Selon un aspect pr6fere de I'invention, le melange d'oligosaccharides obtenu aprds 
depolymerisation chimique, sous forme d'une solution aqueuse, est enrichi par 
ultrafiltration sur membranes avec un seuil de coupxire nominal appropri6 (type 
Pellicon en cellulose reg^neree commercialisees par Millipore); le type de membrane 
25 etant adapte en fonction du type d'oligosaccharides enrichis h r6cup6rer. Pour les 
oligosaccharides (II) pour lesquels n = 0, on utilisera une membrane de seuil de 
coupure nominal de 1 kDa, pour les oligosaccharides (II) pour lesquels n = 1, on 
utilisera une membrane 1 kDa ou 3 kDa, pour les oligosaccharides (II) pour lesquels 
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n = 2, on utilisera une membrane 3 kDa, pour les oligosaccharides (II) pour lesquels 
n = 3 ou 4, on utilisera une membrane 5 kDa. Au cours de cette operation, le permeat 
est r6cup6r6 et le retentat rejete. Ainsi, la fraction de produit enrichi peut reprdsenter 
de 50 a 10% du melange d'oligosaccharides initial tout en conservant au moins 80% 
5 de roligosaccharide desird 

Pour les intennediaires de formule aD pour lesquels n = 0 a 25, il est preferable de 
partir d'un melange (III) obtenu par depolymerisation d'un ester benzylique de 
polysaccharide sulfate d'h^misynthdse. L'ester benzylique de polysaccharide sulfate 
d-hemisynthese est pr6par6 k partir de polysaccharides sulfates d'h&nisynthese 
10 obtenus a partir du polysaccharide K5 et selon les methodes decrites dans les brevets 
W094/29352 et W096/14425. Les conditions d'esterification, de depolymdrisation et 
de recuperation sont les mdmes que celles decrites pr^cedemment pour Tester 
benzylique dTi^parine. 

Dans tous les procedes precedents, I'heparine initiale peut etre d'origine porcine, 
1 5 ovine, caprine ou bovine et peut provenir des mucus, poumons ou peaux des animaux. 
De preference, on utilise une h^parine de mucus porcin, ovin ou de poumons de boeuf 
et encore plus pr6ferentiellement de mucus porcin ou de poumon de boeuf. 

Les oligosaccharides de fonnule Q) pr^sentent des proprietes anti-inflammatoires et 
peuvent ainsi etre utilisees pour la prevention ou le traitement de maladies Ii6es k un 
processus inflammatoire impliquant la production de substances cytotoxiques telle 
que le monoxyde d'azote (NO) dont la forme inductible est Kb6r6e notamment par les 
neutrophiles ou les macrophages lorsque ceux-ci migrent et sont actives au niveau 
d'un tissu. La migration, I'activation et I'adh&ion des neutrophiles se produit au 
niveau des zones tissulaires isch6mi6es k la suite d'une occlusion ou d'un spasme 
25 d'une artdre vascularisant ce tissu. Ces ischemics peuvent se produire soil au niveau 
c6r6bral (accident vasculaire cdrebral), soit au niveau du myocarde (infarctus du 
myocarde). soit au niveau des membres inftrieurs (ischemics dites p6ripheriques). Les 
oligosaccharides de formule (I) peuvent ainsi etre utilisees pour la prevention et/ou le 



20 
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traitement des maladies neurodegeneratives poiir lesquclles rinflammation c6rebrale 
joue un role deietere pouvant conduire k la mort parmi lesquelles on peut citer les 
ischemies c6rebrales, les isch^mies cardiaques (infarctus du myocarde), les isch6mies 
peripheriques, les traumatismes du systdnie nerveux central et notamment les 
5 traumatismes craniens, spinaux et cranio-spinaux, la sclerose en plaques, les douleurs 
neuropathiques et les neuropathies p6riph6riques, les maladies du motoneurone dont 
la sclerose laterale amyotrophique» le neuro*sida, la maladie d* Alzheimer, la maladie 
de Parkinson et la Choree de Huntington et certaines formes d*osteoarthrites 
notamment a localisation articulaire. 

10 L'activite anti-inflammatoire de ces produits est demontr6e in vivo dans le test de 
production de NOx (nitrite et nitrate) induite par un lipopolysaccharide (LPS) 
provenant d'E. Coli selon le protocole decrit par M. YAMASHITA et coll., Eur. J. 
Pharaiacol, 338, 2, 151-158 (1997) ou J.E. SHELLITO et coll. Am. J. Respir. Cell 
Mol. BioL, 13, 1, 45-53 (1995). 

On injecte, a des souris CDl males (Charles River, 25-35g), a TO par vole 
intraveineuse bolus 0,5 mg/kg de ^oligosaccharide, T+15 minutes, par voie sous- 
cutanee 1 ou 2 mg/kg de Toligosaccharide. A T+30 minutes, on administre 100 mg/kg 
de lipopolysaccharide (LPS) provenant d'E. Coli (Sigma L3129, s6rotype 0127:B8). A 
T+3 heures on injecte k nouveau par voie sous-cutanee 1 ou 2 mg/kg de 
Toligosaccharide. A T+5 heures 30 minutes, un echantillon de sang est r6cup6r^ par 
ponction a Toeil et les concentrations en NOx (nitrite et nitrate) dans le plasma sont 
determin6es avec la methode colorim6trique de Griess aprds reduction du nitrate en 
nitrite par nitrate reductase de la manidre suivante : 12 ml de Techantillon de plasma 
sont melanges avec 88 ml d*eau deionis6e et incubes dans le noir 1 heure a 
temperature ambiante avec 40 ml de tampon phosphate (0,3 IM, pH 7,5), 20 ml de p- 
NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduit) (0,86mM), 20 ml de 
FDA (flavine adenine dinucleotide) (0,1 1 mM) et 20 ml de nitrate reductase (2U/ml) 
(Boehringer Mannheim). 10 ml de ZnS04 (IM) sont ajoutes pour precipiter les 
proteines et apres melange, les echantillons sont centrifuges k 20 OOOg pendant 5 
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minutes. Finalement, 50 ml du supemageant sont incubes 10 minutes h temperature 
ambiante avec 100 ml du reactif de Griess (sulfanilamide a 1 % dans un melange 
acide phosphorique/naphtyethylenediamine 0,1% dans Teau d6ionis6e (VAO). Les 
densites optiques sont lues k 540 nm avec un spectrophotometre microplaques; 
5 chaque point etant determine 2 fois, KNO3 et NaNOi sont utilises comme standard 
pour la methode colorimetrique, 

Dans ce test, les oligosaccharides selon Tinvention inhibent h plus de 50 % la 
formation de NOx, 

Les examples suivants sont repr^sentatifs de la pr^aration des oligosaccharides de 
1 0 formule (I) et des intemiediaires. 

Dans ces examples les significations des abrSviations sont les suivantes : 

DIs : (acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex~enopyranosyluronique)-(l-->4)-2-deoxy- 
2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D-glucopyranose, sel de tetrasodium ou bien DUAp2S- 
(W4)-a-D-GlcNp2S6S 

15 Is : (acide 2-suIfo-a-L-idopyranosyluronique)-(l~^4)-2-d6oxy-2-sulfoamino-6-(9- 
sulfo-a-D-glucopyranose, sel de tetrasodium (acide 2-sulfo-a-L- 
idopyranosyIuronique)-(l-^4)-.2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranose, 
sel de tetrasodium ou bien a-HdoAp2S- (W4)-a-D-GlcNp2S6S 

lis: (acide a-L-idopyranosyluronique)-(l"->4)-2-deoxy-6-0-suIfo-2-sulfoamino -a-D- 
20 glucopyranose, sel de trisodium ou bien a-L-Ido A/?- ( 1 ->4)-a-D-GlcN/72S6S 

ins : (acide 2-sulfo-a-L-idopyranosyluronique)-( 1 ^4)-2-deoxy-2-sulfoamino-a-D- 
glucopyranose, sel de trisodium ou bien a-L-IdoA/?2S- (l-^4)-a-D-GlcN/?2S 

IdoA/7 : acide idopyranosyluronique 

GlcNp : 2-amino-2-deoxy-glucopyranose 
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DUap : acide 4-deoxy-a-L-thr^o-hex-enopyranosyluronique 
S : sulfate. 

EXEMPLES DE PREPARATION DES MELANGES INTERMEDIAIRES DE 
FORMULE (II) 

EXEMPLE A - preparation des oligosaccharides de formule (II) pour lesquels n = 0, 1 
et 2 par depolym^risation enzymatique et separation 

Dissoudre 25 g d'hdparine dans 250 ml d*une solution tampon phosphate contenant 
0,05 mol/1 NaH2P04/Na2HP04 (pH = 7), 0,2 moI/1 de chlorure de sodium et 2 % de 
BSA (Albumine de Serum Bovin). On introduit dans le melange 7 UI d'heparinase I 
(EC 4.2.2.2.7) et la solution obtenue est refroidie k 15°C puis maintenue a cette 
temperature pendant toute la dur^e de la reaction de depolym6risation. L'avancement 
de la reaction est suivie par des prelevements echelonnes d'aliquotes et analyses par 
chromatographie sur permeation de gel. Au bout de 9 jours, la reaction enzjrnatique 
est arretee en chaufFant le milieu reactionnel k lOO^C pendant deux minutes. Le 
melange refroidi est ensuite lyophilis6. On obtient ainsi un melange 
d'oligosaccharides (III), 

Le melange d'oligosaccharides (III) obtenu est ensuite chromatographie selon la 
methode suivante : La chromatographie s'effectue sur des colonnes remplies avec du 
gel polyaciylamidc-agarose connu sous la denomination Ultrogel ACA 202 et le 
melange est elu6 par une solution contenant un tampon phosphate (0,02 mol/1 
NaH2P04/Na2HP04) pH = 7 et 0,1 mol/I de chlorure de sodium. La detection est 
realisee en spectrometrie UV (254 nm) et ionique (IBF). Les produits peuvent etre 
eventuellement purifies par chromatographic SAX (strong anion exchange) ou par 
precipitation fractionnee selon la methode decrite dans le brevet FR 2548672. Les 
fractions de produit rteupere sont lyophilisees puis desalees sur une colonne remplie 
de gel sephadex GIO^ (Pharmacia Biochemicals). 
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Par cette methode, on obtient 3 g de disaccharide Is, 1100 mg d'un melange 
d'hexasaccharide contenant typiquement 55 % de deriv6 DIs-Is-Is , 35 % de DIs-Is-IIs 
et 10 % de DIs-Is-IIIs. Ce demier melange peut etre purifi6 selon les methodes 
connues de Thomme du metier pour en s6parer chacun des constituants ou utilise tel 
5 quel pour la transformation en d6riv6s reduits de fonnule (I). 

EXEMPLE B - preparation des oligosaccharides de formule (II) pour lesquels n=p, 1, 
2, 3 ou 4 par depolym6risation de Tester benzylique d*h6parine et separation 

a - Preparation de Tester benzylique de Theparine 

L'ester benzylique de Theparine est prepare selon Texemple 3 du brevet US 5,389,61 8. 
10 b- Depolym^risation 

Dissoudre 100 g d'ester benzylique de Theparine dans 1,9 1 d'eau demineralisee. Le 
melange est port6 k 60^C sous agitation, Apres Tobtention d'une solution homog&ie, 
on introduit en une seule fois environ 35 ml d*une solution d'hydroxyde de sodixim h 
23 %. Apres 10 minutes de reaction, la solution est ensuite refroidie et neutralis6e par 
15 80 ml d*une solution d'acide acetique environ 2 N. A cette solution, on ajoute 10 % 
en poids/volume d'acetate de sodium. Le melange d' oligosaccharides est precipite par 
addition d'environ 2 volumes de methanol, Le pr6cipite est isole par filtration, lav6 au 
methanol a deux reprises puis seche sous pression reduite a 50*'C- Aprds s6chage, on 
obtient 73,8 g d'un melange d'oligosaccharides (II). 

20 c- Enrichissement en oligosaccharide pour lequel n ~ 1 

EHssoudre 30 g du melange d*oIigosaccharides obtenu pr6c6denunent dans environ 35 
volumes d'eau. Cette solution est ultrafiltr^e sur membrane 3 kDa (?ellicon). Lorsque 
600 ml de perm6at on ete soutires, on dilue le r6tentat par 500 ml d'eau, L'operation 
est poursuivie jusqu'a soutirement de 450 ml de permeat suppl^mentaires. Les deux 
25 fractions de perm6at sont r6unies puis concentrees sec sous pression reduite. On 
obtient 6,1 g d'un solide blanc jaunatre. L'analyse du solide par chromatographic de 
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permeation sur gel indique qu'il contient environ 30 % d 'oligosaccharide de formule 
(II) pourlequeln=I, 

d - Fractionnement des melanges d'oligosaccharides ultrafiltr6s 

Le melange enrichi est fractionn6 sur des colonnes remplies avec du gel 
5 polyacrylamide-agarose connu sous la denomination Ultrogel ACA 202 (on utilise 4 
colonnes en s6rie d'un diamfetre de 10 cm et d*une hauteur de 50 cm), 5 g du melange 
enrichi par ultrafiltration sont dissous dans 25 ml d'eau puis elu6s par une solution 
0,2 mol/1 de chlorure de sodium a la vitesse de 5 ml/min. On recueille en has de 
colonne des fractions de 25 ml. La detection des produits est realisee en spectrom6trie 

10 UV (254 nm) et ionique (IBF). Les fractions de produit pour lequel n = 1 sont 
recupertes, lyophilisees puis dcsalees sur une colonne remplie de gel Sephadex GIO, 
Apr6s lyophilisation, on obtient Ig de tetrasaccharide contenant typiquement 70 % de 
derive DIs-Is de fomiule H (R,, R2, R3, R5, R7, Rg = S03Na; R4, R6 = H et M = Na). 
Le derive DIs-Is peut etre 6ventuellement purifie par chromatographie SAX (strong 

15 anion exchange) ou selon un aspect preferentiel par precipitation fractionn^e selon la 
methode decrite dans le brevet PR 2548672 et la variante decrite dans la presente 
invention, 

EXEMPLES DE PREPARATION DES OLIGOSACCHARIDES DE FORMULE (I) 
EXEMPLE 1 

20 Dans un reacteur on introduit une solution a 25^*0 de 300 mg d'un oligosaccharide de 
formule (II) dans laquelle n est egal a 0, Ri, R7 et Rg repr&entent un radical SO3M, R^ 
reprSsente un atome d'hydrogfene et M est sodium, dans 2 ml d'eau. Sous agitation, on 
ajoute en une fois 212 mg de borohydmre de sodium. Le pH est alors ajuste entre 9 et 
10 par addition d'lme solution d'hydroxyde de sodium a 0,5 mol/1. Apr^s 12 heures, on 

25 ajoute de fa9on progressive de I'acide acetique jusqu'a obtention d'un pH compris 
entre 4 et 5. Le melange est agite 1 heure puis on reajuste le pH a 6,7 par addition de 
soude a 0,5 moI/1. Le melange est alors concentre k sec k SO^'C sous pression r^duite. 



BNSDOCID: <FR g807043A1_l_> 



2807043 



13 

Le concentrat est disperse sous agitation magn^tique dans 10 ml de m6thanol. Apr^s 
une nuit de sedimentation, la suspension est filtrte sur membrane Whatman GF/B. Le 
solide sur filtre est dissous par passage de 2 portions de 10 ml d'eau distillee. Cette 
solution fest alors concentree k sec h 50°C sous pression r6duite. On obtient 580 mg 
5 d'un solide blanc. Le solide est ensuite disperse sous agitation magnetique dans 15 ml 
de methanol. Apr^s 30 minutes d'agitation, la suspension est filtree sur membrane 
Whatman GF/B. Le gateau est dissous par passage de 2 portions de 10 ml d'eau 
distillee. La solution obtenue est concentree a sec ^ SO^C sous pression i^uite. On 
obtient ainsi 250 mg d'un oligosaccharide de formule (I) pour lequel n est 6gal k 0, 
10 R|, R7 et R« reprdsentent un radical SO3M, R<i repr6sente un atome dliydrogtee et M 
est sodium, sous la forme d'un melange des diaster^oisom&'es. On note de I ^ II les 
sucres constitutifs des disaccharides, I etant le residu reduit et n le r^sidu acide 
uronique insature [(acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyIuronique- 
(l-*4)-2-deoxy-6-C?-sulfo-2-sulfoamino-D-glucitol, sel de t^rasodium); (acide 4- 
1 5 deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronique-(l -»4)-2-deoxy-6-0-sulfo-2- 
sulfoamino-D-manitol, sel de tetrasodium) : Spectre proton dans D2O, 600MHz, 
T=305K, 6 en ppm: 3,38 (IH, m, H-2^\ 3,70 et 3,75 (IH chacun, respectivement dd, 
J=6 et 12Hz et dd, J=5 et 12Hz, 2nA^\ 3,86 (IH. t, J=5H2, 4,13 (IH, dd, J=8 

et llHz, H-6«^), 4.18 (IH, m, H.4<«). 4,25 (2H, m, H-6<'> et H-3""), 4.35 (IH, m, H- 
20 5% 4,65 (IH, m, H-2('«), 5,67 (IH, s, H-l"«), 6,00 (IH, d, J=5H2, H-4"0)]. 

EXEMPLE 2 

Dans un rSacteur on introduit une solution k 25°C de 60 mg d'un oligosaccharide de 
formule (II) dans laquelle n est 6gal & 1, R,, R2, R3, R5, R7 et Rs repr6sentent un 
radical SO3M, R4 et Rg representent un atome d'hydrogene et M est sodium, dans 
25 1 ,2 ml d'eau. Sous agitation, on ajoute en une fois 18 mg de borohydrure de sodium. 
Le pH est alors ajuste entre 9 et 10 par addition d'une solution d'hydroxyde de sodium 
a 0,5 mol/1. Apres 12 heures, on ajoute de fa9on progressive de I'acide ac^tique 
jusqu'a obtention d'un pH compris entre 4 et 5. Le melange est agite 1 heure puis on 
ajoute 5 ml de methanol. La suspension est filtree sur membrane Whatman GF/B et le 
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solide Ticup6r6 est rince par 2 fois 0,5 ml de methanol, Aprds sechage, on obtient 
42 mg d'un oligosaccharide de formule (I) pour lequel n est 6gal a 1, Ri, R2, R3, R5, 
R7 et Rg representent un radical SO3M, R4 et R^ representent un atome d'hydrogene et 
M est sodium, sous forme d'un melange des diastereoisomferes. On note de I a IV les 
5 sucres constitutifs des tetrasaccharides, I etant le residu reduit et IV le r6sidu acide 
uronique insature [(acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L"threo-hex-4-enopyranosyluronique- 
( 1 -»4)-2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl-( 1 — >4)-acide 2-O-sulfo- 
a-L-idopyranosyluronique -( I -^4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-D-glucitol, sel 
d'octasodium) ; (acide 4-d^oxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronique- 

10 (1 -44)-2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl-( 1 -^4)-acide 2-O-sulfo- 
a-L-idop5nranosyluronique -(1 -»4)-2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-D-manitol, sel 
d'octasodium) : Spectre proton dans D20, 400MHz, T=298K, 5 en ppm: 3,25 (IH, dd, 
J-10 et 3Hz, H-2^"">), 3,37 (IH, m, H-2^\ 3,59 (IH, m, HO^'^), 3,75 (2H, m, 2H-1^\ 
3,79 (IH, t, J=9Hz, H-4^"^, 3,86 (IH, m, H-3^^), entre 4,05 et 4,40 (lOH, massif, H- 

15 4^'>/H.5^'V2H.6<^, H-2^^^/H-3^'^/H-4<^^), 2H-6^"">, H.3^^), 4,58 (IH, m, H-2^^), 4,60 
(IH, m, H-S^"^), 5,27 (IH, d, J=4Hz, H-1^"^), 5,42 (IH, d, J=4Hz, H-l^'"^), 5,47 (IH, d, 
J=2Hz, H-l^"^), 5,95 (IH, d, J=5Hz, H-4<'^)]. 

EXEMPLE 3 

Dans un reacteur on introduit une solution k 25°C de 100 mg d'un oligosaccharide de 
20 formule (II) dans laquelle n est 6gal h 2, R|, R2, R3, R5> R? ct Rg representent un 
radical SO3M, R4 et R^ representent un atome d'hydrogdne et M est sodium, dans 2 ml 
d*eau. Sous agitation, on ajoute en une fois 20 mg de borohydrure de sodium. Le pH 
est alors ajuste entre 9 et 10 par addition d'une solution d'hydroxyde de sodium a 0,5 
mol/1, Apres 12 heures, on ajoute de fa9on progressive de Tacide acetique jusqu*a 
25 obtention d'un pH compris entre 4 et 5. Le melange est agite 1 heiire puis on reajuste 
le pH a 6,7 par addition de soude a 0,5 mol/1. Le melange est alors dilu^ avec de Teau 
distillee en quantity suffisante pour obtenir 20 ml On ajoute 2,5 g d'acetate de 
sodium et on coule 3 volumes de methanol. La suspension est filtrec sur membrane 
Whatman GF/B et le solide r6cup6r6 est rince par 2 fois 2 ml de methanol, Aprfes 
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s6chage, on obtient 61 mg d'un oligosaccharide de formule (I) pour lequel n est 6gal a 
2, Ri, Ra, R3, R5, R7 et Rg repr&entent un radical SO3M, R, et R6 i«prdsaitent un 
atome dliydrogine et M est sodium, sous forme d'un melange des diaster^oisomeres. 
On note de I a VI les sucres constitutifs des hexasaccharides, I etant le rdsidu r^duit et 
5 VI le r&idu acide uronique insatur^. [(acide4-deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4- 
enopyranosyluronique -(1 -^4)- 2-deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D-glucopyranosyI- 
(1-^4)- acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -(1-^4)- 2-deoxy-2-sulfoamino-6- 
O-sulfo-a-D-glucopyranosyKl -^)-acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique- 
(l->4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-a-sulfo-D-glucitol, sel de dod^casodium) ; (acide 4- 
10 deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronique -<l->4)- 2-deoxy-6-0-sulfo- 
2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl-(I^4)- acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique 
-(l-»4)- 2-d&)xy6-C>-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl-(l ^4)-acide 2-O-sulfo- 
a-L-idopyranosyluronique-(l -»4)-2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-D-manitol, sel de 
dodecasodium) : Spectre proton dans D2O, 600MHz, T=305K, 8 en ppm: 3^5 (2H, 
15 m, H-2^"« « ^, 3,38 (IH, m, H-2<»), 3,61 (2H, t, J=10Hz, H-3<"« « entre 3,70 et 
3,83 (4H, massif, 2H-1<'> et H-4("'>«<^), 3.86 (IH, t. J=5Hz, H-3^. 4.00 (2H. m, H- 
5(«i)e.(V))^ 4,07 (IH, m, H-4<'^), 4,08 (IH, m, entre 4,10 et 4.45 (13H, massif, 

H-5<^/2H-6^'>. H.2<">/H-3<">/H-4fl0 2H-6»">, H-2"^/H-3"^, 2H-^, 4,60 (IH. 

s, H-2<^>), 4,62 (IH, s. H-S"^ 4.78 (IH. s. H-5<'^. 5,17 (IH. s, H.l<'^, 5,28 (IH. d, 
20 J=4Hz, H.l"\ 5,38 (IH. d. J=3Hz, U-l^, 5.44 (IH, d. J=3Hz. H-l"")), 5,47 (IH, d. 
J=2Hz. H-l<^\ 5,96 (IH, d, J=5Hz. H.4^]. 

EXEMPLE 4 

Dans un r^acteur on introduit une solution a 25°C de 100 mg d'un oligosaccharide de 
formule (II) dans laquelle n est 6gal a 3, R,, R2, R3, R5, R7 et Rg repr6sentent un 
25 radical SO3M, R4 et Re repr^sentent un atome d'hydrog^e et M est sodium, dans 2 ml 
d'eau. Sous agitation, on ajoute en deux fois 30 mg de borohydrure de sodium. Le pH 
est alors ajustd entre 9 et 10 par addition d'une solution dliydioxyde de sodium 4 0,5 
mol/1. Apr& 12 heures, on ajoute de fa9on progressive de I'acide ac^tique jusqu'^ 
obtention d'un pH compris entre 4 et 5. Le melange est agiti 1 heure puis on r6ajuste 
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le pH a 6,7 par addition de soude a 0,5 mol/1. Le melange est alors dilue avec de Teau 
distillee en quantite suffisante pour obtenir 20 ml. On ajoute 2 g d'ac6tate de sodium 
et on coule 3 volumes de methanol. La suspension est filtree sur membrane Whatman 
GF/B et le solide recuper6 est rinc6 par 2 fois 1 ml de methanol, Apr6s sechage, on 
5 obtient 68 mg d*un solide blanc. Apres controle CLHP (Chromatographie Liquide 
Haute Pression), le produit n'etant pas totalement reduit, on renouvelle de fa9on 
complete les toutes op&ations pr^c6dentes. Aprds sechage, on obtient 45 mg d'un 
oligosaccharide de formule (I) pour lequel n est egal a 3, Ri, R2, R3, R5, R7 et Rg 
representent un radical SO3M, R4 et R6 repr6sentent un atome d'hydrogene et M est 

10 sodium, sous forme d'un melange des diastereoisomdres. On note de I a VIII les 
sucres constitutifs des octasaccharides, I etant le r6sidu reduit et VIII le residu acide 
uronique insatur6, [(acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronique - 
( 1 — >4)- 2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl-( 1 — >4)- acide 2-0- 
sulfo-a-L-idopyranosyluronique -( 1 -^4)- 2-deoxy-2-suIfoamino-6-0-sulfo-a-D- 

15 gIucopyranosyl-(1^4)- acide 2-'0-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -(1^4)- 2- 
deoxy6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyI-( 1 -^4)- acide 2-(9-suIfo-a-L- 

idopyranosy luronique-( 1 ->4)-2-deoxy-6-0-suIfo-2-sulfoamino-D-glucitol, sel 
d'hexadecasodium) ; (acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex«4- 

enopyfanosyluronique -(l-»4)- 2-deoxy-6-0-sulfo-2-suIfoamino-a-D-glucopyranosyl- 

20 (l-»4> acide 2-(9-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -(1-^4)- 2-deoxy-6-0-sulfo-2- 
sulfoamino-ia-D-glucopyranosyl-(l->4)- acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique - 
( 1 — >4)- 2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl-( 1 ~>4)- acide 2-0- 
sulfo-a-L-idopyranosyluronique-(l->4)-2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-D- 
manitol, sel d'hexadecasodium) : Spectre proton dans D2O, 600MHz, T=305K, 5 en 

25 ppm: 3,25 (3H, m, H.2^"">, H-2^^, H-2<^">), 3,38 (IH, m, H-2^'^), 3,61 (3H, m, H.3^"^ 
H-3^^, H-3^"^), entre 3,70 et 3,83 (5H, massif, 2H~1^'^ et H-4^"^\ H-4^^, H-4^^), 3,86 
(IH, t, J=5Hz, H-3^^), 4,00 (3H, m, H-5^"^ H-5^^, H-5^\ 4,08 (3H, m, H-4^'>, H- 
4^^"^, H.4^^^), entre 4,10 et 4,45 (17H, massif, H-5^^V2H-6^^, H-2^"^/H-3^*^/H-4<^^ 2H- 
6<r H-2^^^/H.3^^, 2H-6W, H.2^^*>/H.3<^\ 2H.6^^">, H-3^^, 4,59 (IH, s, H^2^'\ 

30 4,62 (IH, s, H-5™), 4,78 (2H, s, H-5<^>, H-5<^>), 5,17 (2H, s, H-l^"^, H-l^^>), 5,28 
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(IH, d. J=4Hz, H-l^">), 5,38 (2H. m. H-l<^>. H-l^), 5.44 (IH, d, J=3Hz. H.l"'«), 
5,47 (IH, s. H-l<^'>), 5.96 (IH, d, J=5Hz. H-4<^">)]. 

EXEMPLE 5 

Dans un r^acteur on introduit une solution k 25°C de 65 mg d'un oligosaccharide de 
formule (II) dans laquelle n est 6gal a 4, R,, R2, R3, R5, R, et Rg repr^sentent un 
radical SO3M, R4 et R^ repr^sentent un atome d'hydrogene et M est sodium, dans 
1,2 ml d'eau. Sous agitation, on ajoute en une fois 18 mg de borohydrure de sodium. 
Le pH est alors ajuste entre 9 et 10 par addition d'une solution d'hydroxyde de sodium 
a 0,5 moI/1. Apres 12 heures, on ajoute de fa^on progressive de I'acide ac6tique 
jusqu'a obtention d'un pH compris entre 4 et 5. Le melange est agite 1 heure puis on 
reajuste le pH k 6,7 par addition de soude a 0,5 mol/1. Le melange est alors dilue avec 
3 ml d'une solution aqueuse d'ac6tate de sodium k 10% et on coule 3 volumes de 
methanol (12 ml). La suspension est filtree et le solide r^p€r€ est rince par 3 ml de 
methanol. Apres s6chage, on obtient 54 mg d'un oligosaccharide de formule (I) pour 
lequel n est egal a 4, R,, Rj, R3, R5, R, et Rg representent un radical SO3M, R4 et R6 
repr^sentent un atome d'hydrogene et M est sodium, sous forme d'un melange des 
diaster^oisomeres. On note de I a X les sucres constitutifs des decasaccharides, 1 6tant 
le residu reduit et X le residu acide uronique insature. [(acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L- 
threo-hex-4-enopyranosyluronique -(1-^4)- 2-deoxy-2-sulfoamino-6-Osulfo-a-D- 
glucopyranosyl-(l^). acide 2-C)-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -(l-*4)- 2-deoxy- 
6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl-(l->4)- acide 2-O-sulfo-a-L- 
idopyranosyluronique -(1 ^4)- 2-d6oxy-6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyl- 
(l->4)- acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -(l->4)- 2-d6oxy6-(9-sulfo-2- 
suIfoamino-a-D-glucopyranosyl-( 1 -»4)- acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyIuronique- 
(l->4)-2-d6oxy-6-C>-sulfo-2-sulfoamino-D-glucitol, sel d'eicosodium) ; (acide 4- 
deoxy-2-0-sulfo-a-L-tfueo-hex-4-caiopyranosyluronique -(1 -»4)- 2-deoxy-6-<3-sulfo- 
2-sulfoamino-a-D-gIucopyranosyl-(l -»4)- adde 2-O-sulfo-a-L-idopyi^syluronique 
-(l-*4)- 2-deoxy-6-0-sulfo-2-sulfi3amino-a-D-glucopyranosyl-(l->4)- acide 2-0- 
sulfo-a-L-idopyranosyluronique -( 1 -^)- 2-d6oxy.6-<>sulfo.2-suIfoamino-a-D- 
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glucopyranosyl-(l— >4)- acide 2-0-sulfo-a-L-idop>Tanosyluronique -(1— >4)- 2-deoxy- 
6-0-sulfo-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosyI-(l -^4)- acide 2-(9-sulfo-a-L- 

idopyranosyluronique^l -»4)-2-d6oxy-6-0-suIfo-2-sulfoamino-D-manitol, sel 
d*eicosodium) : Spectre proton dans D2O, 600MHz, T=303K, 5 en ppm: 3,23 (4H, m, 
5 H.2^^\ H.2^^">, H.2^'^), 3,35 (IH, m, m% 3,59 (4H, m, H-S™, H-3^^, H- 

3(vii)^ H,3(ix)^^ ^^^g 3^g5 ^^ 3^gQ ^gpj^ 3 g5 ^^^^ antra 3,90 at 4,40 

(29H, m), 4,57 (IH, m, H-2<^), 4,59 (IH, m, H-5^'«), 4,75 (3H, m, H-S^^, H-5^\ H- 
5<^"^ 5,15 (3H, m, H-1^^, H-l^'>, H-l<^'">), 5,25 (IH, m, H-1^'^ 5,37 (3H, m, H- 
1 W „.i(vii)^ H.i(ix) 5 42 (IH, m, H-l™), 5,45 (IH, m, H-l^^>), 5,93 (IH, d, J=5Hz, 
10 H-4^^^). 

Les medicaments selon Tinvention comprennent en tant que principe actif au moins 
un oligosaccharide de formule (I) ou xin melange d'oligosaccharides de formule (I), 
sous forme d'une composition dans laquelle il est associ6 k tout autre produit 
pharmaceutiquement compatible, pouvant etre inerte ou physiologiquement actif. Les 
15 medicaments selon Tinvention peuvent etre employes par voie intraveineuse, sous- 
cutanee, orale, rectale, topique ou pulmonaire (inhalation). 

Les compositions steriles pour administration intraveineuse ou sous-cutanee, sont 
g^n^ralement des solutions aqueuses. Ces compositions peuvent egalement contenir 
des adjuvants, en particulier des agents mouillants, isotonisants, emulsifiants, 
20 dispersants et stabilisants. La sterilisation peut se faire de plusieurs fafons, par 
exemple par filtration aseptisante, en incorporant a la composition des agents 
sterilisants, par irradiation. EUes peuvent Egalement etre prSpartes sous forme de 
compositions solides steriles qui peuvent 6tre dissoutes au moment de Temploi dans 
de Teau sterile ou tout autre milieu sterile injectable. 

25 Comme compositions solides pour administration orale, peuvent etre utilises des 
comprim6s, des pilules, des poudres (capsules de gelatine, cachets) ou des granules. 
Dans ces compositions, le principe actif est melang6 k un ou plusieurs diluants 
inertes, tels que amidon, cellulose, saccharose, lactose ou silice, sous courant d*argon. 
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Ces compositions peuvent 6galement comprendre des substances autres que les 
diluants, par exemple un ou plusieurs lubrifiants tels que le st6anite de magnesium ou 
le talc, un agent favorisant I'absorption orale, un colorant, un enrobage (dragees) ou 
un VOTiis. 

Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utiliser des 
solutions, des suspensions, des Emulsions, des sirops et des 61ixirs 
phannaceutiquement acceptables contenant des diluants inertes tels que I'eau, 
I'ethanol, le glycerol, les huiles v6g6tales ou ITiuile de paraffine. Ces compositions 
peuvent comprendre des substances autres que les diluants. par exemple des produits 
mouillants, 6dulcorants. 6paississants, aromatisants ou stabilisants. 

Les compositions pour administration rectale sont les suppositoires ou les capsules 
rectales qui contiemient, outre le produit actif, des excipients tels que le beurre de 
cacao, des glyc6rides semi-synthetiques ou des polyethyleneglycols. 

Les compositions pour administration topique peuvent 6tre par exemple des crimes. 
1 5 lotions, coUyres, collutoires, gouttes nasales ou aerosols. 

Les doses dependent de I'eflfet recherche, de la dur6e du traitement et de la voie 
d'administration utilisee; elles sont g6n6ralemem comprises entre 0,5 mg et 10 mg par 
kg par jour par voie sous-cutan6e soit 3 a 60 mg par jour pour un adulte de 60 kg. 

D'une fa<;on gen^rale, le m^decin determinera la posologie approprite en fonction de 
I'age, du poids et de tous les autres facteurs propres au sujet a traiter. 

L'invention conceme egalcment la methode de prevention ou de traitement de 
maladies li^es k un processus inflammatoire impliquant la production de substances 
cytotoxiques telle que le nitrite oxyde (NO). Les oligosaccharides de fomiule (1) 
peuvent ainsi 6tre utilises pour la prevention et/ou le traitement des maladies 
25 neurodegeneratives pour lesquelles rinflammation cer^brale joue un rdle dilittre 
pouvant conduire k la mort parmi lesquelles on peut citer les ischemics c6rebrales, les 
ischemics cardiaques (infarctus du myocarde), les ischemics peripheriques. ' les 
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traumatismes du systeme nerveux central et notamment les traumatismes crSniens, 
spinaux et cranio-spinaux, la sclerose en plaques, les douleurs neuropathiques et les' 
neuropathies p6ripheriques, les maladies du motoneurone dont la sclerose laterale 
amyotrophique, le neuro-sida. la maladie d'AIzheimer, la maladie de Parkinson et la 
Choree de Huntington et certaines formes d'osteoarthrites notamment a localisation 
articulaire. 
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REVENDICATIONS 



I - Composition pharmaceutique contenant en tant que principe actif un 
oligosaccharide de formule : 




y— OH 

vJsfRe/ OH 

_ n NHR, 



(I) 



5 dans iaquelle n est un entier de 0 a 25, R,, R,, R,, R5. R, et R,, identiques ou 
difftrents, representent un atome d'hydrogtoe ou un radical SO3M, R2 et R7, 
identiques ou differents, representent un atome d'hydrog^ne ou un radical SO3M ou 
COCH3 et M est sodium, calcium, magnesium ou potassium ou un melange de ces 
oligosaccharides. 

10 2 - Composition pharmaceutique selon la revendication 1 contenant un 
oligosaccharide de formule 0) pour lequel R4 et representent un atome d'hydrogene 
ou un melange de ces oligosaccharides. 

3 - Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 ou 2 contenant un 
oligosaccharide de formule (I) pour lequel n est un entier de 0 ^ 10, un melange de ces 

1 5 oligosaccharides. 

4 - Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 ou 2 contenant un 
oligosaccharide de foimule (1) pour lequel n est un entier de 0 a 6, un mdlange de ces 
oligosaccharides. 

5 - Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 ou 2 contraant un 
20 oligosaccharide de formule (1) pour lequel n est un entier de 1 4 6, un melange de ces 

oligosaccharides. 
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6 - Composition pharmaceutique selon la revendication I contenant un 
oligosaccharide choisi parmi les oligosaccharides de formule (I) suivants : 

- n est egal a 0, R,, R7 et Rg representent un radical SO3M, Re repr6sente un atome 
hydrogdne et M est sodium, 

5 - n est 6gal a 1, R,, R2, R3, R5, R7 et Rg, representent un radical SO3M, R4 et R* 
representent un atome d'hydrogdne et M est sodium, 

- n est egal k 2, Ri, R2, R3, Rj, R, et Rg, representent un radical SO3M, R4 et R^ 
representent un atome d'hydrogdne et M est sodium, 

- n est egal k 3, R,, Rj, R3, R5, R, et Rg, representent un radical SO3M, R4 et Re 
1 0 representent un atome d'hydrogene et M est sodium, 

- n est egal a 4, R,. Rj, R3, R5, R7 et Rg, representent un radical SO3M, R4 et R^ 
representent un atome d'hy<lrogene et M est sodium. 

7 - Oligosaccharide de formule : 




(I) 



15 



20 



dans laquelle n est un entier de 0 & 25. R,, R3, R4, R5, R^ et Rg, identiques ou 
differents, representent un atome dliydrogine ou un radical SO3M, R2 et R7, 
identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene ou un radical SO3M ou 
COCH3 et M est sodium, calcium, magnesium ou potassium, h I'exception de ceux 
pour lesquels n est egal a 0 et soit R], Re et Rg sont des atomes d'hydrogene et R7 
represente un radical SO3M ou COCH3 et M est sodium, soit Rj et R<i representent un 
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atome d'hydrogene, R7 represente un radical COCH3, R% represente un radical SO3M 
et M est sodium, soit represente un hydrog^ne et Ri, R7 et Rg representent un 
radical SO3M et M est sodium. 

8 - Oligosaccharide de formule (I) selon la revendication 7 pour lequel R4 et Re 
5 representent un atome d'hydrog^ne. 

9 - Oligosaccharide de formule (I) selon Tune des revendications 7 ou 8 pour lequel n 
est un entier de 0 a 10. 

1 0 - Oligosaccharide de formule (I) selon Tune des revendications 7 ou 8 pour lequel 
n est un entier de 0 a 6. 

10 1 1 - Oligosaccharide de formule (I) selon Tune des revendications 7 ou 8 pour lequel 
n est un entier de 1 a 6. 

12 - Oligosaccharide de formule (I) selon la revendication 7 choisi parmi les 
oligosaccharides suivants : 

- n est egal a 0, R|, R7 et Rs representent un radical SO3M, Re represente un atome 
1 5 hydrogene et M est sodium, 

- n est egal a 1, Rj, R2, R3, R5, R? et Rs, repr&entent un radical SO3M, R4 et Re 
representent un atome d*hydrogene et M est sodium, 

- n est egal a 2, R|, R2, R3, R5, R? et Rg, representent un radical SO3M, R4 et Re 
representent un atome d'hydrogdne et M est sodium, 

20 - n est egal a 3, Ri, Ra, R3, Rs, R? et Rg, representent un radical SO3M, R4 et Re 
representent un atome d'hydrogdne et M est sodium, 

- n est egal a 4, Ri, R2, R3, R5, R7 et Rg, representent un radical SO3M, R4 et Re 
representent un atome d'hydrogene et M est sodium. 
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13 - Procede de preparation des oligosaccharides de formule (I) selon la revendication 
7 caracterise en ce que I'on fait reagir un borohydrure de metal alcalin ou 
d'ammonium quatemaire sur des oligosaccharides de formule : 




5 dans laquelle n est un entier de 0 i 25, R|, R3, R4 et R5, identiques ou differents, 
representent un atome d'hydrog&ie ou un radical SO3M, R2 et R6, identiques ou 
differents, repr6sentent un atome dTtiydrogdne ou un radical SO3M ou COCH3 et M 
est sodium, calcium, magnesium ou potassium et isole les oligosaccharides. 

14 - Procede selon la revendication 13 caracteris6 en ce que Ton eflfectue la reaction 
1 0 en milieu aqueux, h une temperature voisine de 25**C et i un pH de 7 10. 

15 - Procede selon Tune des revendications 13 et 14 caracterise en ce que le pH 
reactionnel est de 9 a 10, 

16 • Procede selon des revendications 13 a 15 caracterise en ce que le borohydrure de 
metal alcalin ou d'ammonium quatemaire est le borohydrure de lithium, sodium, de 

1 5 potassium ou de tetrabutylammonium, 

1 7 - Utilisation des oligosaccharides de formule : 
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(1) 



10 



15 



dans laquelle n est un entier de 0 h 25, R,. R,, R4. R,. R, et Rs. identiques ou 
differents. repr&entent un atome d'hydrogdne ou un radical SO3M, R2 et R7. 
identiques ou differents, repr^saitent un atome dliydrogtoe ou un radical SO3M ou 
COCH3 et M est sodium, calcium, magnesium ou potassium ou un melange de ces 
oligosaccharides pour la preparation d'un m^icament utile pour la prevention ou le 
traitement de maladies liees k un processus inflammatoire impliquant la production de 
nitrite oxyde (NO). 

18 - Utilisation des oligosaccharides de formule (I) selon la revendication 17 pour la 
preparation de medicaments utiles pour la prevention et le traitement des ischemies 
cerebrales, cardiaques ou vasculaires periph^riques, d'ost^oarthrites, des traumatismes 
du systeme nerveux central, des traumatismes craniens, spinaux et cranio-spinaux, de 
la sclerose en plaques, des douleurs neuropathiques et des neuropathies peripheriques, 
des maladies du motoneuron^ de la sclerose laterale amyotrophique, du neuro-sida] 
de la maladie d'Alzheimer. de la maladie de Parkinson et de la Choree de Huntington. 



BNSDOCID: <FR 280704aA1 J_> 



REPUBLIQUE FRANQAiSE 




iN*tnur 

NATIOHAL DE 
LA FROraiCTS 
IHMftTRICLLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

6tabli sur la base des deml^res revendications 
deposes avant le commencement de la recherche 



2807043 



N° d'enreglstrement 
national 



FA 588201 
FR 0003910 



Cal£goiie 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Citation du document avec indication, en casde l)esoin. 
des parties pertinentes 



Fievendication(s) 
concemte(s} 



Classement attrlbu^ 
h tMnventlon par IMNPI 



A.D 



US 5 449 688 A (WAHL SHARON M ET AL) 
12 septembre 1995 (1995-09-12) 

* abrege * 

MCLEAN, MAITLAND W. ET AL: 
"Flavobacterium heparinum 2-0-sulfatase 
for 2-0-sul fato-. DELTA. 4,5- 
gl ycuronate-termi nated ol i gosaccharl des 
from heparin" 

EUR. J. BIOCHEM. (1984), 145(3), 607-15 , 

XP000974364 
page 612, structures C et D 

LEE, GEORGE JIA-LONS ET AL: "Separation 
of reduced di saccharides derived from 
glycosaminoglycans by high-performance 
liquid chromatography" 
J. CHR0MAT06R. (1981), 212(1), 65-73 , 
XP000867181 

* page 67 * 



1,17 



7-10, 
13-16 



C07H13/12 

A61K31/737 

A61P9/00 

A61P25/00 

A61P31/00 



7,13 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHtS (lnt.CL.7] 



C07H 

C08B 
A61K 
A61P 



Date (f ach&vement de la recherche 

21 decembre 2000 



de Nooy, A 



CATEGORIE DES DCX5UMENTS ClltS 

X : par1iculi6remen1 pertinent k lui seul 

Y : particulieremeni pertinent en combinalson avec un 

autre document de la m&me caldgorie 
A : an-i^re-plan lechnologique 
O : dh/ulgation non~6crite 
P : document intercaiaire 



T : tti^orie ou principe k la base de rinvention 

E : documeni de t)revei b^n^ficianl tfune date ant^rieure 

d la date de d^pdt et qui n'a ^16 public qu^d celte date 

de dep6t ou qu*d une dale posteiieure. 
D : cit^ dans la demandc 
L : cS6 pour d*autres raisons 

& : membre de la mdme farnilie. documeni correspondant 



BNSIXDCID; <FR 2807043A1J_> 



